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PRODUCTION OF DICARBOXYLIC ACIDS BY FERMENTATION 



Description 

The invention concerns the transformation of alkanes, alkenes, alkanols, fatty 
acids and/or their esters into alpha-omega dicarboxylic acids of the same C-atom number 
and the same number of double bonds in the presence of a special microorganism of the 
genus Candida tropicalis. In particular the invention concerns the transformation of 
C-14 monocarboxylic acids or their esters into tetradecane diacid (dodecane dicarboxylic 
acid). 

Dicarboxylic acids with more than 10 C-atoms are difficult to produce by methods 
of preparative organic chemistry on an industrial scale. This is especially true for 
dicarboxylic acids which, besides the two terminal carboxyl groups, also display other 
functional groups such as double bonds or hydroxyl groups. 

Therefore it has been attempted to produce dicarboxylic acids preparatively with 
the aid of the metabolic functions of various microorganisms out of readily accessible raw 
materials. Thus in German patent 21 40 133 it is proposed that a yeast of the genera 
Candida and Pichia be allowed to act under conditions of fermentation on alkanes, 
primary alkanols or carboxylic acids. For example, if a special strain of Candida lipolytica 
is used, in this case dicarboxylic acids are formed whose C-chain is not or not 
significantly degraded compared to the initial material and also otherwise displays no 
changes such as the introduction of new functional groups. Similar procedures in which 
other special microorganisms are used are described in US patents 3 975 234 and 
4 339 536, in British patent 1 450 026, in German preliminary published applications 
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21 64 626, 28 53 847, 29 37 292 and 29 51 177 and in the European patent application 
EP-A-199 972. 

US patent 4 474 882 has unsaturated dicarboxylic acids as its subject. The latter 
are obtained by using a strain of the species Candida tropicalis for converting unsaturated 
monocarboxylic acids with 14 to 22 C-atoms. The unsaturated dicarboxylic acids conform 
in number and position of the double bond to the initial materials. 

However, the desired dicarboxylic acids are obtained by the procedures mentioned 
only in very small quantities. Thus in the US patent cited with a fermentation time of 
2 days yields of dicarboxylic acid between 0.65 g/1 and maximally 1.96 g/1 are mentioned. 
Such yields are too low for a process used industrially. 

The purpose of the invention is therefore to develop a microorganism capable of 
transforming fatty acid esters, fatty acids and/or alkanes, alkenes, alkanols or alkenols 
with 8 to 24 C-atoms in high yields into dicarboxylic acids and at the same time is 
especially suitable for the production of C-14 dicarboxylic acids. 

The subject of the invention is therefore a strain of Candida tropicalis with the file 
designation DSM 4131 with the ability to transform methyl myristate in a yield of more 
than 30 g/1/6 days into tetradecane diacid. 

Another subject of the invention is a process for the fermentative transformation 
of fatty acid esters, fatty acids, alkenes and/or alkanols with 8-24 C-atoms in the 
carboxylic acid part in the presence of nutrients and if desired cosubstrates into alpha- 
omega dicarboxylic acids with the same C-atom number, not counting the alcohol part of 
the ester, and the same number of CC-double bonds, characterized by the fact that the 
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transformation is conducted in the presence of a microorganism strain Candida tropicalis 
DSM 4131. 

The strain of Candida tropicalis used according to the invention was obtained by 
mutation and selection from the publicly accessible strain Candida tropicalis ATCC 
20336. 

As initial materials for the process according to the invention one may use 
unbranched and branched alkanes with 8 to 24 C-atoms which if desired may display 1 to 
3 internal conjugated or isolated double bonds. The alkanes may be used* as defined 
chemical compounds or as a mixture. Thus, for example, alkane mixtures may be used 
such as are obtained from mineral oil. One may also use oligomerization products of 
ethylene. 

According to another version of the invention, monocarboxylic acids may also be 
used. Here unbranched monocarboxylic acids with terminal carboxyl groups are suitable, 
i.e. compounds which correspond in the number of C-atoms and the number and 
position of the double bonds to the alkanols listed below. An important group of 
monocarboxylic acids is the fatty acids on which the naturally occurring fatty acid 
triglycerides (fats) are based. Fatty acid mixtures with different compositions may be 
used, i.e. both distilled, prepurified products as well as naturally occurring mixtures. The 
expert in this field has products available which display a high or a low degree of 
unsaturation. Examples of fatty acid mixtures are the fatty acids obtained from coconut 
oil, palm kernel oil, palm oil, peanut oil, cottonseed oil, soybean oil, sunflower oil, 
linseed oil, beet oil, animal fats or marine animal fats. Another important raw material 



is the fatty acid that can be obtained from ricinus oil. This fatty acid consists to a great 
extent of 12-hydroxyoctadecenic acid. Besides this other monocarboxylic acids with a 
secondary hydroxyl group may be used such as 9- or 10- hydroxystearic acid. 

Another group of monocarboxylic acids which may be used as the initial materials 
in the process according to the invention are the below-listed alcohol-homologous 
carboxylic acids accessible by oligomerization of ethylene. These for the most part 
involve saturated carboxylic acids. Besides this monocarboxylic acids with an odd 
number of C-atoms of varying provenience may also be used. 

According to another variant of the process of the invention, esters of the above 
mentioned monocarboxylic acids may also be used. In this case dicarboxylic acids are 
formed with the same chain length as the basic monocarboxylic acid. Here esters with 
alcohols of the functionality 1 to 4 and up to 6 C-atoms in the alcohol radical are 
suitable. An especially preferred class of esters is the esters of the above mentioned 
carboxylic acids with Q to C 4 alcohols. Among the Q to C 4 alcohols here, on the one 
hand, the primary alcohols with 1 to 4 C-atoms, the secondary alcohols with 3 or 4 
C-atoms, diols with 2 to 4 C-atoms, triols with 3 to 4 C-atoms or tetraols with 
4 C-atoms are suitable. 

According to an especially preferred version of the invention naturally occurring 
fatty acid triglycerides are used as the initial material. Here the oily or tallow-like solid 
triglycerides listed above with the fatty acids are suitable. Liquid triglycerides are 
preferred. 
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According to another version of the invention, primary alcohols with 8 to 24 
C-atoms may be used. The alcohols may also be used as a defined compound or as a 
mixture. Two groups of primary alcohols are of particular significance. On the one 
hand, the so called fatty alcohols, i.e. mixtures of saturated and unsaturated alcohols 
which conform in their chain length distribution and number and position of the double 
bonds to the fatty acid sections from which they are produced. Fatty alcohols contain 
even numbered alcohols with 1 to 3 double bonds. Especially important constituents 
with respect to the process of the invention are fatty alcohols of chain length C 14 , 
saturated. Another group of primary alcohols is the alcohols accessible by 
oligomerization of ethylene (Ziegler alcohols). These involve primary unbranched 
saturated alcohols also with an even number of carbon atoms. Alcohols with odd 
number of carbon atoms of varying provenance may also be used. 

The fermentation medium used to conduct the process of the invention 
corresponds to that used for the cultivation of Candida species, especially media known 
and described for microorangisms of the species Candida tropicalis. Suitable 
fermentation media contain the usual trace elements and nitrogen source and an 
additional carbon source not identical to the substrate being transformed. The term 
trace elements here refers to the salts of the cations ammonium, potassium, sodium, 
magnesium, calcium and manganese with the anions phosphate, sulfate, chloride. As the 
nitrogen source, besides inorganic compounds such as (NH 4 ) 2 S0 4 , peptone or yeast 
extract may also be used. 
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The fermentation solution also contains as a carbon source a cosubstrate. For 
example, sodium acetate may be used as a cosubstrate. It is also possible to use ordinary 
sugars such as glucose, fructose, maltose, trehalose and the like as a cosubstrate. 
Glucose and glycerine are especially preferred cosubstrates. 

With regard to conducting the process it has been found that it may be favorable 
if the cosubstrate, therefore the carbon source, is not added at the beginning of the 
fermentation but continually in adequate quantities during the reaction. It is also 
advantageous to keep the pH above 7, approximately in the range of 7.5-8.5 and to 
regulate it during the fermentation. 

According to another version of the process of the invention it is preferred to add 
emulsifiers to the initial compounds intended for transformation for better distribution in 
the fermentation medium. Thus, favorable results are achieved if a total of 0.1 to 
3 wt. %, relative to the fermentation medium, of emulsifiers are present. Here 
physiologically tolerable emulsifiers are suitable and especially physiologically tolerable 
nonionic emulsifiers. Thus, for example, sugar esters or sorbitan esters, ethoxylated 
sugar esters, ethoxylated sorbitan esters or alkyl glycosides may be used. 

By the process of the invention dicarboxylic acids are obtained which correspond 
in their chain length and in their content of double bonds to the initial material, i.e. the 
expert in the field through the choice of the initial material can determine which 
dicarboxylic acids or dicarboxylic acid mixtures he wishes to produce. 
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For many applications, the unsaturated dicarboxylic acid mixtures produced during 
fermentation can be used directly. Thus the mixtures are used, e.g., directly for 
modification of polymers, especially resins. 

Examples 

The strain Candida tropicalis DSM 4131 was used for the synthesis of dicarboxylic 
acids as follows: Preculture: in a 500 ml Erlenmeyer flask with 100 ml YN-Bouillon 
(Difco Co) was inoculated with the mutant DSM 4131 and incubated for 24 h at 30°C on 
the shaker. 

Main culture: the main culture medium was inoculated with 10 vol.% of the 
24-hour-old preculture and had the following composition: yeast-nitrogen base 
(Difco Co) + 3.0 % glucose, 0.3 % Na-acetate, 0.3 % peptone and 0.5 % yeast extract. 
The culture was incubated at 30°C and after 24-30 hours the transformation phase was 
initiated by transferring 50 ml of main culture into new Erlenmeyer flasks with 50 ml of 
transformation medium. The medium had the following composition: Yeast-nitrogen 
base (Difco Co) in 0.3 m P0 4 buffer (pH 8.0) + 0.2 g MYRJ52 + 5.0 g methyl myristate 
or other substrates. The pH value of the cultures was checked daily and maintained at 
pH 7.5. Also daily 0.5 % glucose was metered in as a cosubstrate. 

Analysis: After 72, 96, 120 and 144 hours samples were taken, the samples were 
extracted with aliquot quantities of acetic acid ester and analyzed by thin layer 
chromatography or the Iatroscan method. The following dicarboxylic acid yields were 
achieved: 
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Substrate 
Methyl laurate 
Methyl myristate 
Methyl palmitate 



13 g/1/144 h (Dodecane diacids) 
44 g/1/144 h (Tetradecane diacids) 
20 g/1/144 h (Hexadecane diacids) 



Yield 



Claims 



1. Candida tropicalis strain with the file number designation DSM 4131 which 
has the ability to transform methyl myristate in a yield of more than 30 g/1/6 days into 
tetradecane diacid. 

2. Process for fermentative transformation of fatty acid esters, fatty acids, 
alkenes, alkenols, alkanes and/or alkanols with 8-24 C-atoms, in the case of fatty acid 
esters relative only to the carboxylic acid part, in the presence of nutrients and, if 
desired, cosubstrates into alpha-omega dicarboxylic acids with the same C-atom number 
and the same number of CC double bonds, in the case of the fatty acid esters relative to 
the carboxylic acid part of the initial substance, characterized by the fact that the trans- 
formation is conducted in the presence of a microorganism strain Candida tropicalis 



3. Process as in claim 2 characterized by the fact that fatty acid esters with 

1-6 C-atoms in the alcohol part, especially fatty acid methyl esters are used as the initial 
substrate 

4. Process as in one of claims 2 or 3 characterized by the fact that one operates 
with sugar, especially glucose, as a cosubstrate and that the cosubstrate is added during 
the fermentation in portions. 



DSM 4131. 
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5. Process as in one of claims 2 through 4 characterized by the fact that the 
fermentation is conducted at a pH greater than 7 and that the pH is regulated during the 
reaction. 



Translation: 

Language Services Unit 
Cytech Languages, Inc. 
September 4, 1995 
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Beschreibung 

Die Erfindung betrifft die Umwandlung von Alkanen, Alkenen, Alkanolen, Fettsauren und/oder deren 
Estern in alpha-omega-Dicarbonsauren gleicher C-Atomzahl und gleicher Anzahl an Doppelbindungen in 
5 Gegenwart eines speziellen Mikroorganismus der Gattung Candida tropicalis. Insbesondere betrifft die 
Erfindung die Umwandlung von C-14-Monocarbonsauren oder deren Estern in Tetradecandisaure 
(Dodecandicarbonsaure). 

Dicarbonsauren mit mehr als 10 C-Atomen sind nach Methoden der praparativen organischen Chemie 
im technischen Maflstab schwer herstetlbar. Dies gilt insbesondere fur Dicarbonsauren, die au/ter den 

ro beiden endstandigen Carboxylgruppen noch weitere funktionelle Gruppen wie Doppelbindungen oder 
Hydroxylgruppen aufweisen. 

Man hat daher versucht, aus gut zuganglichen Rohstoffen mit Hilfe der Stoffwechselleistungen verschie- 
dener Mikroorganismen Dicarbonsauren praparativ zu erzeugen. So wird in der deutschen Patentschrift 21 
40 133 vorgeschlagen, auf Alkane, primare Alkanole oder Carbonsauren eine Hefe der Gattung Candida und 

75 Pichia unter Fermentationsbedingungen einwirken zu lassen. Bei Einsatz von zum Beispiel einem speziellen 
Stamm von Candida lipolytica entstehen dabei Dicarbonsauren, deren C-Kette gegenuber dem Ausgangs- 
material nicht oder nicht wesentlich abgebaut ist und auch ansonsten keine Veranderungen wie Einfuhren 
neuer funktioneller Gruppen aufweist Ahnliche Verfahren, bei denen spezielle andere Mikroorganismen 
eingesetzt werden, sind beschrieben in den US-Patenten 3 975 234 und 4 339 536, in der britischen 

20 Patentschrift 1 450 026 sowie in den deutschen Offenlegungsschriften 21 64 626, 28 53 847, 29 37 292 und 
29 51 177 und der europaischen Patentanmeldung EP-A-199 972. 

Das US-Patent 4 474 882 hat ungesattigte Dicarbonsauren zum Gegenstand. Diese werden gewonnen, 
indem ein Stamm der Spezies Candida tropicalis zur Umwandlung von ungesattigten Monocarbonsauren 
mit 14 bis 22 C-Atomen eingesetzt wird. Die ungesattigten Dicarbonsauren entsprechen in der Anzahl und 

25 Lage der Doppelbindung den Ausgangsmaterialien. 

Nach den genannten Verfahren werden jedoch die gewunschten Dicarbonsauren nur in recht kleinen 
Mengen erhalten. So sind im genannten US-Patent bei einer Fermentationsdauer von 2 Tagen Ausbeuten 
an Dicarbonsaure zwischen 0,65 g/l und maximal 1,96 g/l genannt. Fur ein technisch genutztes Verfahren 
sind derartige Ausbeuten zu niedrig. 

30 Aufgabe der Erfindung ist daher, einen Mikroorganismus bereitzustellen, der in der Lage ist, Fettsauree- 
ster, Fettsauren und/oder Alkane, Alkene. Alkanole oder Alkenole mit 8 - 24 C-Atomen in hohen Ausbeuten 
in Dicarbonsauren zu uberfuhren und dabei insbesondere zur Herstellung von C-14-Dicarbonsauren 
geeignet ist. 

Gegenstand der Erfindung ist daher ein Candida tropicalis-Stamm mit der Hinterlegungsbezeichnung 

35 DSM 4131 der die Fahigkeit aufweist, Methylmyristat in einer Ausbeute von mehr als 30 g/l / 6 Tage in 
TetradecandisSure umzuwandeln. 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur fermentativen Umwandlung von Fettsauree- 
stern, Fettsauren, Alkenen und/oder Alkanolen mit 8 - 24 C-Atomen im Carbonsaureteil in Gegenwart von 
NShrstoffen und gewiinschtenfalls Cosubstraten in alpha-omega-Dicarbonsauren mit gleicher C-Atom-Zahl, 

40 ohne BerGcksichtigung des Alkoholteils der Ester, und gleicher Anzahl an CC-Doppelbindungen, dadurch 
gekennzeichnet, dafl die Umwandlung in Gegenwart eines Mikroorganismenstammes Candida tropicalis 
DSM 4131 durchgefuhrt wird. 

Der erfindungsgemafl eingesetzte Stamm Candida tropicalis wurde durch Mutation und Selektion aus 
dem offentlich zuganglichen Stamm Candidda tropicalis ATCC 20336 gewonnen. 

45 Als Ausgangsmaterialien konnen fur das erfindungsgemafie Verfahren unverzweigte und verzweigte 
Alkane mit 8 bis 24 C-Atomen, die gewunschtenfalls 1 bis 3 innenstSndige konjugierte oder isolierte 
Doppelbindungen aufweisen, eingesetzt werden. Die Alkane konnen als definierte chemische Verbindungen 
oder als Mischung eingesetzt werden. So konnen beispielsweise Alkangemische eingesetzt werden wie sie 
aus Mineralol erhalten werden. Weiterhin eingesetzt werden konnen auch Oligomerisierungsprodukte des 

so Ethylen. 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfindung konnen auch Monocarbonsauren eingesetzt 
werden. Hier sind unverzweigte Monocarbonsauren mit endstandiger Carboxylgruppe geeignet, das heiflt 
Verbindungen, die in der Anzahl der C-Atome und Zahl und Lage der Doppelbindungen den unten 
aufgefuhrten Alkoholen entsprechen. Eine wichtige Gruppe von Monocarbonsauren sind Fettsauren, wie sie 
55 den naturlich vorkommenden Fettsauretriglyceriden (Fette) zu Grunde liegen. Eingesetzt werden konnen 
Fettsauregemische mit unterschiedlicher Zusammensetzung, das heiflt sowohl destillierte, vorgereinigte 
Produkte wie auch die naturlich vorkommenden Mischungen. Auf diesem Gebiet stehen dem Fachmann 
Produkte zur Verfugung, die einen hohen oder einen niederen Grad an Unsattigung aufweisen. Beispiel fur 
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cHtiSnreaemische sind die Fettsauren. die aus Cocosol, Palmkernol. Palmol. Erdnuflol. Baumwollsaatol, 
S^SlSribUimenai. Leino,. Rubol, tierischen Fatten oder seetierischen Fetten hostel £ar* nd 

SaUr Eine weitere Gruppe von Monocarbonsauren, die im erfindungsgemaflen verfahren a.s Ausgan^e 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform der Erfmdung I Corner ^^i^^ eing esetzt 

sie hergeste.lt worden sind. Fettalkohole enthalten ^^^^ ^ S J &n F ^ ttalk oho.e der 

Lah. von C-Atomen v«cKedener Pio^ entspricht 
Das zur DurchfUhrung des erfindungsgemaflen Verfahrens emgesetzte ™™ e Candida tropicalis 

den , Or die Anzucht von Candida-Arten. insbesondere von 
35 bekannten und beschriebenen Medien. f nicht identische 

mente. eine Stickstoffquelle und e.ne zusatzhche. dem zu tw*^ ^ fjum 
Kohlenstoffquelle. Unter Spurenelementen s.nd ^^%^ZrTzu verstehen. Als Stickstoff- 
Magnesium, Calcium und Mangan mit den An.onen Phosphat Sulfat < J*'**" 1 f 
quelle konnen neben anorganischen Verbindungen wie zum Be.sp.el (NH^SO* auch Pepton 

40 trakt eingesetzt werden. ^wi^^Hn.iftiip sin Cosubstrat. Als Cosubstrat kann 

Die FermentationslQsung enthalt we.terhin als KohlenstoffqueHe ™J*™™ m Cosubstrat 0b ,i C he 

a,so die Koh.enstoffque.le. nicht am Arvfang 

Mengen wahrend der Umsetzung zugegeben werden. Vorte.lhaft .st es aucn. o v 

etwa im Bereich 7.5 - 8,5,>und wahrend der Fermentation nachz " re 9 e, " e . QS bevorzug t. den zur 

Nach einer weiteren Ausfuhrungsform des erftndung*^ * ^'mentationsmedium 

so Umwandlung vorgesehenen Ausgangsverb.ndungen zur besseren Verte. ung ,m ^ % 

Emulgatoren zuzufugen. So werden gunst.ge Ergebn.sse erze.lt -J™*£S£*a Ner physio , 0 gi S ch 
bezogen auf Fermentationsmedium. an Emulgatoren vorhanden ^S^lortSi. SokBn- 
vertrSg.iche Emulgatoren und insbesonders M*^™*^ 
nen beispielsweise Zuckerester oder auch Sorbitanester. ethoxyherte Zuckerester. ethoxyi.en 

55 Oder auch Alkylglycoside eingesetzt werden. . 5 . ncaii „ n erna | te n die in ihrer Kettenlange und 

Nach dem erfindungsgemaflen Verfahren werden a^J™^*^' £ Fachman n hat es durch 
in ihrem Gehalt an Doppe.bindungen dem Ausgangsmater^en JJJ^^^J™ ^ lgchunQW er 
Wahl des Ausgangsmateria.s in der Hand, welche D.carbonsauren oder D.caroo 

t 
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herstellen will. \ .. . 

FOr viele Anwendungen sind die bei der Fermentation hergestellten ungesattigten Dtcarbonsauregenru- 
sche direkt einsetzbar. So konnen die Gemische beispielsweise direkt zur Modifizierung von Polymeren. 
insbesondere Harzen eingesetzt werden. 

Belspiele 

Der Stamm Candida tropicalis DSM 4131 wurde wie folgt zur Synthese von DicarbonsSuren eingesetzt: 
Vorkultur: Ein 500 ml Erlenmeyerkolben mit 100 ml YN-Bouillon (Fa. Difco) wurde mit der Mutante DSM 
4131 beimpft und 24 Std. bei 30 *C auf der Schuttelmaschine inkubiert. 

Hauptkultur Das Hauptkultur-Medium wurde mit 10 Vol% der 24 Stunden alten Vorkultur beimpft und 
hatte folgende Zusammensetzung: Yeast-Nitrogen-Base (Fa. Difco) + 3.0 % Glucose, 0.3 % Na-Acetat. 0.3 
% Pepton und 0.5 % Hefeextrakt. Die Kultur wurde bei 30 *C inkubiert und nach 24 - 30 Stunden die 
Transformationsphase eingeleitet, indem 50 ml Hauptkultur in neue Erlenmeyerkolben mit 50 ml Transfor- 
mationsmedium ubertragen wurde. Das Medium hatte folgende Zusammensetzung: Yeast-Nitrogen-Base 
(Fa Difco) in 0.3 m PO*-Puffer (pH 8.0) + 0.2 g MYRJ52 + 5.0g Methylmyristat oder andere Substrate. 
Der pH-Wert der Kulturen wurde taglich kontrolliert und auf pH 7.5 nachjustiert. Ebenso wurden taglich 0.5 
% Glucose als Cosubstrat zudosiert. 

Analytik: Nach 72, 96, 120 und 144 Stunden wurden Proben gezogen, die Proben mit aliquoten Mengen 
Acetessigester extrahiert und per Diinnschichtchromatographie oder latroscan-Methode analysiert. Folgende 
DicarbonsSure-Ausbeuten wurden erreicht: 

Substrat: Ausbeute: 

Methyllaurat 13g/l/H»4 Std. ( Dodecandisauren) 

Methylmyristat 44g/l/1«« Std. (Tetradecandisauren) 

Methylpalmitat 20g/l/H4 Std. (Hexadecandisauren) 
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Candida tropicalis-Stamm mit der Hinterlegungsbezeichnung DSM 4131 der die FShigkeit aufweist, 
Methylmyristat in einer Ausbeute von mehr als 30 g/1 / 6 Tage in TetradecandisSure umzuwandeln. 

Verfahren zur fermentiven Umwandlung von Fettsaureestern, FettsSuren, Alkenen, Alkenolen, Alkanen 
und/oder Alkanolen mit 8 - 24 C-Atomen. im Falle der FettsSureester nur bezogen auf den Carbonsau- 
reteil in Gegenwart von Nahrstoffen und gewOnschtenfalls Cosubstraten in alpha-omega- 
DicarbonsSuren mit gleicher C-Atom-Zahl und gleicher Anzahl an CC-Doppelbindungen. im Falle der 
Fettsaureester bezogen auf den CarbonsSureteil der Ausgangssubstanz, dadurch gekennzeichnet, dafl 
die Umwandlung in Gegenwart eines Mikroorganismenstammes Candida tropicalis DSM 4131 durchge- 
fuhrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, dafl man als Ausgangssubstrat FettsSureester mit 
1 - 6 C-Atomen im Alkohol-Anteil, insbesondere Fettsauremethylester einsetzt. 

Verfahren nach einem der Ansprilche 2 oder 3, dadurch gekennzeichnet. dafl man mit Zucker, 
insbesondere Glucose als Cosubstrat arbeitet, und dafl das Cosubstrat wahrend der Fermentation 
portionsweise zugesetzt wird. 

5. Verfahren nach einem der Anspruche 2 bis 4, dadurch gekennzeichnet. dafl die Fermentation bei einem 
pH-Wert grofler 7 durchgefUhrt wird, und dafl der pH-Wert wahrend der Reaktionsdauer nachgeregelt 
55 wird. 



45 



50 



4 



EP 0 296 506 B1 



Claims 

1. A Candida tropicalis strain deposited under the code name DSM 4131 which has the ability to 
transform methyl myristate into tetradecanedioic acid in a yield of more than 30 g 1 6 days. 

5 

2. A process for the fermentative transformation of fatty acid esters, fatty acids, alkenes. alkanols, alkanes 
and/or alkanols containing 8 to 24 carbon atoms, based solely on the carboxylic acid component in the 
case of the fatty acid esters, in the presence of nutrients and, if desired, cosubstrates into a,w- 
dicarboxylic acids containing the same number of carbon atoms and the same number of carbon- 

70 carbon double bonds, based on the carboxylic part of the starting substance in the case of the fatty 
acid esters, characterized in that the transformation is conducted in the presence of a microorganism 
strain Candida tropicalis DSM 4131. 

3. A process as claimed in claim 2, characterized in that fatty acid esters containing 1 to 6 carbon atoms 
75 in the alcohol component, particularly fatty acid methyl ester, are used as the starting substrate. 

4. A process as claimed in claim 2 or 3, characterized in that sugars, particularly glucose, are used as the 
cosubstrate and in that the co-substrate is added in portions during the fermentation process. 

20 5. A process as claimed in any of claims 2 to 4, characterized in that the fermentation is carried out at a 
pH value above 7 and in that the pH value is readjusted during the reaction. 

Revendications 

25 1. Souche de Candida tropicalis portant la denomination de depot DSM 4131, qui presente la faculty de 
transformer le myristate methylique en acide t6trad6canedio*fque, avec un rendement superieur k 30 
g/1/6 jours. 

2. Procede de transformation par fermentation d'esters decides gras, decides gras, d'alcenes, alcenols. 
30 alcanes et/ou alcanols comportant 8 a 24 atomes de C - dans le cas des esters d'acides gras, 

seulement en ce qui concerne la fraction d'acide carboxylique - en presence de substances nutritives 
et, le cas ech^ant, de co-substrats, en acides dicarboxyliques alpha-om^ga poss§dant un nombre 
identique d'atomes de C et de doubles liaisons CC - dans le cas des esters decides gras, en ce qui 
concerne la fraction d'acide carboxylique de la substance de depart - caract6ris6 en ce que la 
35 transformation se deroule en presence d'une souche de micro-organisme Candida tropicalis DSM 4131. 

3. Proc6d§ selon la revendication 2, caract6ris6 en ce que Pon met en oeuvre comme substance de 
depart, des esters decides gras dont la fraction alcool comporte 1 h 6 atomes de C , en particulier des 
esters m£thylique$ d'acides gras. 

40 

4. Proc6d6 selon Tune des revendications 2 ou 3, caract6ris6 en ce que Ton utilise du Sucre, en particulier 
du glucose, comme co-substrat et en ce que ledit co-substrat est additionn6 par portions au cours de 
la fermentation. 

45 5. Procede selon Tune des revendications 2 & 4, caract§ris§ en ce que la fermentation se deroule k un pH 
superieur & 7 et en ce que le pH est reajust6 au cours de la reaction. 
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